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Legionella属 菌 に対 す るTE-031の 抗菌 作用

藪内英子 ・甲畑俊郎 ・池戸正成

岐阜大学医学部微生物学講座

Erythromycin (EM)か ら合 成 され た 新 しい マ ク ロ ラ イ ド系 抗 生 物 質TE- 031の Legimella属 菌 に対 す

るin vitroとin vivoの 抗 菌 力 をEMお よ びJosamycin (JM)を 対 照 薬 と して 比 較 した。Legionella属10菌

種79株 に 対 す るEMとJMの90% MIC (minimum inhibitory concentration, MIC90)が そ れ ぞ れ0.2と

0.78μg/mlで あ る の に対 して,TE-031の そ れ は ≦0.05μ9/mlと 優 れ て い た 。L. pneumophilas erog-

roup1の2株,GIFU9888と9799を 用 い て行 っ た モ ル モ ッ トで の感 染 治 療 実 験 で,TE-031の50%有 効

量(ED50)は そ れぞ れ5.36と7.07mg/animalで あ っ たが,EMで は160と>320,JMで は>160mg/ anim-

alと 大 差 を示 した 。 マ ク ロ フ ァー ジの 実 験 で は細 胞 内菌 数7×104/mlを2×102/m本 こ低 下 させ る薬 剤

濃 度 はTE-031, EM, JMで そ れ ぞ れ0.005,0.01お よび0.05μg/mlで あ っ た が,TE- 031,EMと も

に0.05μg/mlで1～2× 102cfu/mlの 細 胞 内 生 菌 が残 存 した。

TE-031はErythromycin (EM)と 同 じ14員 環 骨 格 を持 つ

マ ク ロ ライ ド系 抗 生 物 質 で,大 正 製 薬総 合 研 究 所 で 新 た

に 合 成 さ れ た 。 化 学 名 は(-)- (3R, 4S, 5S, 6R, 7R, 9R,

11R, 12R, 13S, 14R)-4-[(2, 6- dideoxy-3- C-methy1- 3-O-

methyl-a-L-ribo-hexopyranosy1) oxy]-14- ethyl- 12, 13-

dihydroxy-7- methoxy-3, 5,7,9,11, 13-hexamethyl- 6-

[[3,4,6-trideoxy-3-(dimethylamino)-β-D-xylo- hexopy-

ranosyl]oxy]oxacyclotetradecane-2, 10-dioneで あ り,そ

の化 学 構 造 はFig. 1に 示 す 。TE-031は じめ マ ク ロ ラ イ

ド系 薬 剤 は好 気 性 グ ラム 陽性 菌,嫌 気 性 菌,マ イ コ プ ラ

ズ マ お よびLegionellaを 含 む一 部 の好 気 性 グ ラ ム 陰性 菌

に 抗 菌 作 用 の あ る こ とが 知 られ て い る。 今 回 Legionella

属10菌 種 の基 準 株 と各 血 清 群 の リフ ァ レン ス株,日 本 国

内 で の 臨床 お よ び環 境 分 離 株 に対 す る抗 菌 作 用,モ ル モ

ッ ト感 染 治療 実 験 モ ルモ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ感 染

治療 実験 を行 っ たの で 報 告 す る。

I. 材 料 と方 法

1. 使 用 薬剤

TE-031は 大 正 製 薬 か ら提 供 さ れ た 粉 末 を 用 い た 。 対

照 薬 剤 と し て 用 い たErythromycin(EM)と Josamycin

(JM)も 大 正 製 薬 か ら分与 され た。

2. 使 用 菌株

抗 菌 作 用 の測 定 に はL. pneumophilaを 含 む10菌 種 の 命

名 上 の 基 準 株 とL. pneumophilaの1～8血 清 群 お よ びL.

longbeachaeの1, 2血 清 群 の リフ ァ レ ン ス株 の19株,

日本 国 内 で の ヒ ト由来8株,冷 却 塔 な どの環 境 由来52株

の 計79株 を用 い た(Table 1)。

モ ル モ ッ ト感 染 治 療 実 験 に は 激 症 肺 炎 患 者 由 来 の

GIFU9888株(大 阪 逓 信 病 院株)hとGIFU9799株(九 大 病

院 株)2)を,ま た モ ル モ ッ トマ ク ロ フ ァー ジ 感 染 治 療 実

験 に は9888株 を用 い た 。 モ ル モ ッ トに対 す る50%致 死量

は,9888株 で は1.4×107cfu/anima1,9799株 で は6.5×

106cfu/animalで あ っ た。

3. 実 験 方 法

1) 抗 菌 力 測 定

使 用 した79菌 株 に対 す る3薬 剤 の 最 小発 育 阻止 濃 度 は

buffered charcoal yeast extract(BCYE)寒 天 培 地 を用 い,

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法3}に 準 じ寒 天 平 板 希 釈 法 で 測 定

した 。 被 検 菌 はBCYE寒 天 平 板 に35℃,72時 間培 養 し

た もの をMueller-Hinton brothに106cfu/mlに な る よ う

懸 濁 し,ミ ク ロ プ ラ ン ター(佐 久 間製 作 所)を 用 い,薬 剤

含 有 培 地 に 約5μ1接 種 し35℃,72時 間 培 養 後,被 検 菌

の 発 育 の 見 られ な い 最 小 薬 剤 濃 度 を minimum inhibitory

concentration(MIC)と した。

2) モ ル モ ッ ト感 染 治療 実 験

Fig. 1 Chemical structure of TE-031
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L. pneumophila 9888株 と9799株(い ず れ も血 清 群1>は

BCYE寒 天培 地 で35℃,72時 間 培 養 した もの を 滅 菌燐 酸

緩 衝 食塩 水 に 懸 濁 し,前 者 は1.3×108,後 者 は8.8×107

cfu/mlと した 。

3週 齢 の ハ ー トレ イ系 モ ルモ ッ ト雌,体 重200～250g

の10頭 を1群 と し,被 検 菌 液 の 各1m1を 腹 腔 内 に接 種

した。 接 種1時 間 後 に 治 療 群 に は5%ア ラ ビ ァ ゴ ム に懸

濁 した各 薬 剤 を,ラ ッ ト用 ゾ ンデ を用 い て,胃 内 に1回

経 口投 与 した 。 モ ル モ ッ ト1頭 当 た りの 薬 剤 投 与 量 は

TE-031は1.25～20mgの5段 階,EMは40～320mgの4

段 階,JMは40～160mgの3段 階 と した。 対 照 群 に は ア

ラ ビ ア ゴ ム 液 の み を投 与 した。 そ の 後9～10日 目 まで 観

察 して生 死 を判 定 し,各 薬 剤 の50%有 効 量(ED50)を 求 め

た。 算 定 に は,VANDERWAERDEN法4}を 用 い た 。

3) マ ク ロ フ ァー ジ 内抗 菌 作 用

モ ル モ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァー ジ の 誘 導 に は,proteose

peptone(Difco)と 澱 粉 の 各5%混 合 液7mlを 腹 腔 内 に注

射 した。24時 間後 に ヘ パ リン加 ハ ン ク ス液10mlを 腹 腔

内 に 注 入 した の ち動 物 を屠 殺 し腹 腔 液 を 回収 し,遠 心 洗

浄 し約106cells/mlに な る よ う10%ウ シ 胎 仔 血 清 加

RPMI1640に 再 懸 濁 し,24穴 の マ イ ク ロ プ レー トの 各 穴

に1mlず つ 分 注 した。 培 養1時 間 後 に1回 洗 浄 して 浮

Table 1 The 79 strains of 10 Legionella species used

a: Isolated in Japan
b: Not agglutinable with antisera of L. pneumophila serogroups 1 through 6, inclusive
T: Type strain for the species
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遊細胞 を除去 し,L. pneumophila 9888株 の35℃, 72時 間

培 養菌懸濁液3.3×104/mlの1mlを 接種 した。 さらに1

時 間後 に,各 薬剤 の0.0001～0.05μg/mlの6段 階 を加

えた培養液 と交換 し24時 間培養後の菌数 を算定 した。 こ

の時各穴に付着 しているマクロフ ァージをハ ンクス液で

1回 洗浄後ハ ンクス液中にかきと り,そ の遠心 沈渣 を蒸

留水2mlに 懸 濁 して-80℃,30分 間凍結 後37℃ で融解

し,菌 数算定の試料 とした。 また対照 として,菌 接種後

も薬剤不含培地で24時 間培養 した際の細胞内菌数を算定

した。

II. 成 績

1. 抗 菌力

Legionella属10菌 種の基準株 とリフ ァレンス株の19株,

日本国内での ヒ ト由来8株,お よひ環 境 由来52株 に対す

るTE-031の 抗菌力 をEM, JMの それ と比較 し,各 菌 群

の薬剤感受性分布 と累績百分率 をFig. 2～4に 示 した。

基準株 と リフ ァレ ンス株 および ヒ ト由来株 に対 し,

TE-031は0.1μg/mlで すべ ての菌の発育 を阻止 したが,

同濃度でEMは 約35%の 発育阻止率であ りJMに は抗菌

力が認 め られ なかった(Flg. 2,3)。 また,環 境 由来株

に対 しTE-031は0。05μg/mlで すべ ての菌の発育 を阻止

し た が,同 濃 度 でEMは 約2%の 発 育 阻 止 率 で あ った

(Fig. 4)。90% MIC値 か ら み れ ばTE-031の 抗 菌 力 は

EMの4～8倍,JMの8～16倍 の強 さで あ っ た。

2. 感 染 治療 効 果

Fig.5に 示 した 様 に,L. pneumophila 9888株 を感 染 さ

せ た モ ルモ ッ トの う ち対 照 群 で は4日 目 まで に7頭 が死

亡 した 。 治 療 群 の うちTE-031を1頭 当 た り1.25mg投

与 した も の で は10頭 す べ て,5.0mg投 与 群 で は10頭 中

5頭 が 発 死 し5頭 が 生 残 した が,20.0mg投 与 群 で は2

頭 の み が 死 に8頭 は 生 残 した 。EMの80mg投 与 で は4

日 目 まで に10頭 す べ て が 発 死 した が,160mg投 与 群 で

は5頭 が,320mg投 与 群 で は7頭 が 生 残 した 。JMは80

mg投 与 で10頭 すべ てが 発 死 した(Fig. 5)。

L. pneumophila 9799株 を感 染 させ た モ ル モ ッ トの うち

対 照 群 で は4日 目 まで に9頭 が 発 死 した 。 治 療 群 の うち

TE-031を1.25mg投 与 した も の で は10頭 中9頭 が 発 死

した 。5mgを 投 与 した 群 で は5頭 が,20mgを 投 与 し

た群 で は6頭 が生 残 した。EMは320mg投 与 で8頭 が,

JMは160mg投 与 で10頭 す べ て が 発 死 した(Fig. 6)。

9888株 と9799株 に 対 す るTE-031のED5Gは そ れ ぞ れ

5.36mg/animalと7.07mg/animalで あ り,EMお よび守M

の そ れ と大 差 を示 した(Fig. 5,6)。

Fig. 2 Anti-Legionella activity of TE-031

19 type and reference strains
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Fig. 3 Anti-L. pneumophila activity of TE-031

8 strains of human origin

Fig. 4 Anti-L. pneumophila activity of TE-031

52 strains of environmental origin
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Fig. 5 Effect of TE-031 on guinea-pig experimental infection of L. pneumophila serogroup 1, GIFU 9888

Animal : Hartley strain, female, 3 weeks old

10 individuals per group
Bacteria : 1.3108 cfu/animal

Final- reading : 9 days after inoculation

Drug orally administered

Fig. 6 Effect of TE-031 on guinea-pig experimental infection of L. pneumophila serogroup 1, GIFU9799

Animal: Hartley strain, female, 3 weeks old

10 individuals per group

Bacteria : 8.8107 cfu/animal
Final reading :10days after inoculation

Drug orally administered
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3. マ ク ロ ノァ ー ジ内 抗 菌 作 用

3.3×104cfu/mlのL. pmeumophila 9888株 を 接 種 した

マ ク ロ フ ァー ジ 内 の 生 菌 数 は,接 種1時 間 後 に は6.0×

103/mlと 減 少 した が,薬 剤 を 含 ま な いRPMI1640培 地

で培 養 を継 続 した場 合,24時 間 後 に は6.0×104/mlと な

っ た。 抗 菌剤 を含 まな いRPMI1640培 地 で9888株 の み を

培 養 した と き24時 間 後 の生 菌 数 は6.9×104/mlで あ っ た 。

培 養24時 間 後 にマ ク ロ フ ァー ジ 内 生 菌 数 を2×102/mlに

低 下 させ る 薬 剤 濃 度 はTE-031,EM,JMで そ れ ぞ れ

0.005,0.01お よ び0.05μg/mlで あ っ た。 しか し,TE-

031,EMと も に0.05μg/mlで1～2×102cfu/mlの 細 胞

内生 菌 が残 存 した(Table 2)。

III. 考 察

Legionella属 菌 は 生 体 内 で はマ ク ロ フ ァー ジ の細 胞 質

内 で増 殖 す る た め,動 物 細 胞 膜 を通 過 しない ペ ニ シ リ ン

剤,セ フ ェム 剤,ア ミ ノグ リコ シ ド剤 な どが 臨 床 効 果 を

発揮 し得 ない こ とが よ く知 られ て い る。 その ため,こ れ

まで は レジ オ ネ ラ肺 炎 の 治 療 薬 と してEMが 第一 選 択 剤

と され て お り,こ れ に リフ ァ ン ピシ ン(RFP)や ミノサ イ

ク リン(MINO)を 併 用 す る 場 合 が 多 か っ た。 しか しEM

の 誘 導 体 で あ るTE-031はLegi (mella属10菌 種 に 対 しin

vitroで,L. pmeumophilaに 対 しin vivoでEM, JMよ り優

れ た抗 菌 活 性 を発 揮 した 。 この こ とは,Legionella属 菌

79株 に 対 す る90%MIC値 でTE-031はEMの4～8倍,

JMの8～16倍 有 効 で あ り,モ ル モ ッ トに 対 す るL.

pneumophita感 染 実 験 で のED50で もTE-031はEM, JM

と大 差 を示 した こ とか ら明 らか で あ る。

YOSHIDAら5)は,1～20μg/mlのEMを 作 用 させ たL.

PneumoPhila感 染 マ ク ロ フ ァー ジ(マ イ クロ プ レー トの 穴

1個 あ た り1m1の 懸 濁 液)で,2日 目 に150～>220cfu

の 生 菌 を 回収 して い る。 我 々 は 被 検 菌 株 に 対 す るTE-

031の 細 胞 内 有 効 量 の 下 限 を 知 る 目 的 で0.05～0.0001

μg/mlの 薬 剤 を 用 い た。 そ の 結 果0.005μg/mlの

TE-031を 含 有 す る培 地 で24時 間 培 養 した 後 の マ ク ロ フ

ァ ー ジ内 生 菌 数 は,薬 剤 不 含 培 地 で 培 養 した 時 の そ れ の

約1/260に 減 少 し,YOSHIDAら が1μg/mlのEMを 用 い

て 培 養2日 目 に回 収 した 生 菌 数 と ほぼ 同 等 で あ った 。 一

方 我 々 は0.05μg/mlのEMを 用 い て24時 間 後 に1.8×

102/mlの 生 菌 を 回収 した が,こ の 値 はYOSHIDAら が20

μg/mlのEMを 用 い て2日 目に 回 収 した 菌 数 と ほ ぼ 一

致 して お り,薬 剤 濃 度 を上 昇 させ る こ とが この培 養 期 間

内 で の 細 胞 内 生 菌 の 排 除 につ な が らな い こ と を示 唆 して

い る。

Legionellaの 感 染 経 路 と して は,こ の 菌 を内 包 した エ

ロ ゾー ル が 吸 入 され て 肺 胞 内 に 到 達 し,感 染 早 期 に 肺 胞

マ ク ロ フ ァー ジ と遭 遇 して そ の 細 胞 質 内 で 増 殖 し,宿 主

の 条 件 に よ っ て は重 篤 な肺 炎 を惹 起 す るの で あ ろ う。In

vitroとin vivoで のLegionella属 菌 に 対 す る 優 れ た 抗 菌

活 性 お よ び培 養 マ ク ロ フ ァー ジ 内L. pneumophila生 菌 数

減 少 効 果 は,そ の 著 明 な肺 内 蓄 積 と相 ま って,TE-031の

レ ジオ ネ ラ肺 炎 に対 す る優 れ た 治 療 効 果 を期 待 せ しめ る 。

Table 2 Effect of TE-031 on the viable count of L. pneumophila

serogroup 1 GIFU 9888 in cultured guinea-pig macrophages

a: Determined at 24h incubation with drug-containing medium

Number of peritoneal macrophages: 9.4•~105/ml

Number of bacteria inoculated: 3. 3•~104/m1

Intracellular viable counts in drug-free medium were 6.0 •~103/ml at 1 h and 6.0 104/m1 at 24h

after inoculation, respectively

N.D.: Not done
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF TE-031 (A- 56268)AGAINST LEGIONELLA SPECIES

EIKO YABUUCHI, SHUNRO KOHBATA and MASANARI IKEDO

Department of Microbiology,Gifu University School of Medicine, Gifu, Japan

We studied the in vitro and in vivo antibacterial activity of TE-031 (A-56268), a new macrolide antibiotic synthesized

from erythromycin (EM), in comparison with those of EM and josamycin (JM).

The 90% minimum inhibitory concentration (MIC90)of TE-031 against 79 strains of 10 Legionella species was •…0.05

μg/ml, in contrast to th0se of EM and JM, which were 0.2 and 0.78μg/mL The 50% effective dose (ED50) of TE-031 for

guinea- pig intraperitoneal infections due to two L. pneumophila serogroup- 1 strains, GIFU 9888 and GIFU 9799, were

5.36 and 7.07 mg/animal. In contrast, the ED50S for the two strains were 160 and >320 mg/animal of EM, and >160

mg/animal of JM.

When cultured guinea-pig peritoneal macrophages were infected with L. pneumophila GIFU 9888, the drug concentra-

tion necessary to induce a 2-log decrease in intracellular viable counts was 0.005 ƒÊg/ml in the case of TE-031, while

those of EM and JM were 0.01 and 0.05 ƒÊg/ ml. Intracellular bacteria of 1-2 •~ 102 CFU/ml survived when 0.05 ag/ml of

TE-031 or EM was used.


